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A. UNTERSUCHUNGEN DER NEUROMUSKULÄREN VORGÄNG1 
MIT HILFE VON MIKROELEKTRODEN 

1. Einleitung 

Die Kontraktion von Muskelfasern wird durch einen Reiz ausgelöst. Di 
Erregung am Nerv-Muskelsystem kann mit elektrophysiologischen Methodei 
gemessen werden. Kuffler (1942) gelang es erstmals eine einzelne Muskelfase 
mit dem sie innervierenden Axon zu präparieren und an solchen Präparatei 
elektrische Messungen mit Aussenelektroden durchzuführen. 

Ein wichtiger Erfolg wurde von Graham und Gerard (1946) durch dl 
Einführung von Glasmikroelektroden mit einer Spitze von nur 0,5 p. Durchmesse 
erzielt. Dadurch wurde es möglich Potentiale im Innern einer einzelnen Fase 
abzugreifen. 

Bei Insekten wurde die Flugmuskulatur vor allem von Pringle (1949) 
Mc Cann und Boettiger (1961) sowie Ikeda und Boettiger (1965) untersucht 
Mc Cann und Boettiger (1961) fanden bei der Untersuchung von Dipteren 
Hymenopteren und Coleopteren (Ordnungen mit fibrillären indirekten Flug 
muskeln) zwei funktionell verschiedene Typen von Flugmuskulatur. Für Flieget 
und Wespen ist ein gleichmässig rasch ansteigendes Aktionspotential (AP 
charakteristisch. Coleopteren dagegen zeigen ein AP, das aus einem Endplatten 
potential (EPP) und einem darüber gelagerten Spike besteht. Die Latenz- und di< 
Anstiegs- und Abstiegszeiten des AP sind hier länger als bei Hymenopteren unc 
Dipteren. Häufig zeigen Muskelfasern von Coleopteren auch nur reine Synapsen 
potentiale. Die Hemipteren stehen in Bezug auf die Flugmuskulatur zwischen dei 
beiden oben erwähnten Typen. 

Untersuchungen von Nüesch (1965), Eigenmann (1965) und Basler (1969 
über die Strukturentwicklung der dorsalen Längsmuskeln von Antheraea poly- 
phemus und Antheraea pernyi, zeigten, dass bereits am 8.—9. Tag der Imaginal 
entwicklung die Längsdifferenzierung der Myofibrillen beginnt. Am 10. Tag nacf 
Entwicklungsbeginn wird die Querstreifung sichtbar. In der weiteren Entwicklung 
werden die Myofibrillen durch Längsteilung vermehrt und der Durchmesser dei 
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inzelnen Fasern nimmt zu. In den biochemischen Untersuchungen von Eigen- 
iann (1965) bei Antheraea pernyi ist die kontraktile Substanz, das Actomyosin, 
rstmals am 8. Tag nachweisbar. Am 15. Tag ist bereits 85% des imaginalen 
Vetomyosins vorhanden. Die Bildung der kontraktilen Substanz verläuft also 
parallel mit der Strukturentwicklung. Entsprechend der schrittweisen Struktur- 
lifferenzierung und kontinuierlichen Zunahme von Actomyosin hat Nüesch 
1965) festgestellt, dass mit fortschreitender Imaginalentwicklung der Grad der 
Contraktionsfähigkeit immer grösser wird. Er konnte die ersten schwachen und 
treng lokalen Kontraktionen schon zwei Tage vor dem Erscheinen der Quer- 
treifung beobachten, und bereits vier Tage danach stellte er Zuckungen des 
ganzen Muskels fest. 

In der vorliegenden Arbeit wird über Untersuchungen mit Hilfe von Mikro- 
lektroden an der dorsolongitudinalen Flugmuskulatur von Antheraea polyphemus 
>erichtet. Die indirekten Flugmuskeln dieser Tiere entsprechen histologisch dem 
on Pringle (1957) beschriebenen Typ der „close-packed fibres“. Es werden vor 
illem die folgenden Probleme behandelt: 


— Feststellen des Zeitpunktes in der Imaginalentwicklung an dem die ersten 
messbaren Potentialänderungen als Antwort auf elektrische Reizung auftreten. 

— Untersuchung der Potentialänderungen im Laufe der Imaginalentwicklung. 

Die Resultate der elektrophysiologischen Messungen liessen es als wünschens- 
vert erscheinen, Veränderungen der Konzentrationen der Na + -, K + -, Ca 2+ - 
md Mg 2+ - Ionen während der Imaginalentwicklung zu verfolgen und zu unter- 
uchen, ob diese in einem direkten Zusammenhang mit den gemessenen elektro- 
)hysiologischen Daten stehen. Es wird eine dünnschichtchromatographische 
vlethode zur Bestimmung des Gehalts der Haemolymphe an Na + -, K + -, Ca 2+ - 
md Mg 2+ - Ionen beschrieben. 

Herrn Prof. Dr. H. Nüesch, meinem verehrten Lehrer, möchte ich für das 
'rosse Interesse, das er dieser Arbeit entgegengebracht hat, sowie für seine Rat- 
chläge und seine stete Hilfsbereitschaft an dieser Stelle herzlich danken. 

Ebenso bin ich Herrn Dr. F. A. Steiner für seine wertvolle Hilfe und die 
ielen Anregungen zu bestem Dank verpflichtet. 


2. Material 

Für die vorliegende Arbeit wurde Antheraea polyphemus , das nordamerikanische 
'Jachtpfauenauge verwendet. Die Tiere stammten zum Teil aus eigener Zucht, zum 
Teil wurden sie im Handel bezogen. Die Entwicklung im Ei dauert ungefähr 10 Tage. 
3ie geschlüpften Raupen wurden mit Eichenlaub gefüttert und während acht Stunden 
>ro Tag dem Licht ausgesetzt, damit sie nach der Verpuppung in eine Diapause über¬ 
gingen. Die Entwicklung bis zur Diapausepuppe dauerte ca. 7—8 Wochen. Die Diapause 
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kann verkürzt werden, wenn die Puppe bei nur 2°C aufbewahrt wird. So waren di 
Tiere bereits nach etwa 10 Wochen wieder entwicklungsfähig. Bei 2°C können di 
Puppen 1—2 Jahre auf bewahrt werden. Die Imaginalentwicklung dauert bei 25°( 
einundzwanzig Tage. 

3. Methode 

I; 

Präparation 

Von den unter C0 2 -Narkose stehenden Tieren wurde die rechte Thoraxhälftt 
wegpräpariert. Dabei musste darauf geachtet werden, dass die Ganglienkette unverletz 
in der linken Hälfte des Thorax verblieb. Das Tier wurde darauf in ein Plastilinbet 
gelegt und mit Klebstreifen festgehalten. Um die Melaninbildung des Blutes zu ver 
hindern, wurden wenige Kristalle Phenylthioharnstoff (Williams, 1946) in die oifern 
Thoraxhälfte gestreut. Eine Ringerlösung wurde nicht verwendet, um bei den Messunger 
keine falschen Ioneneinflüsse zu erhalten. 

Stimulation 

Die Stimulation erfolgte mit zweipoligen Platinelektroden, die bis zur Spitze gu 
isoliert waren. Sie wurden mit einem Manipulator an das Mesothoraxganglion angelegt 
Es wurden mit einem Grass S4 Stimulator, der zur Verringerung des StimulusartefakL 
mit einem SIU 4 (Stimulus isolation unit) verbunden war, monophasische Recht' 
eckimpulse von 1 msec. Dauer appliziert. 

Mikroelektroden 

Die elektrischen Antworten des Muskels auf einen Reiz wurden intrazellulär mi 
Glasmikroelektroden in der dorsolongitudinalen Flugmuskulatur abgeleitet. Die Glas, 
kapillaren wurden mit einem horizontal ziehenden Mikropipettenziehgerät so aus 
gezogen, dass ihre Spitzen einen Durchmesser von weniger als 1 p. hatten. Sie wurder 
anschliessend nach der Methode von Tasaki et al. (1954) in Methylalkohol eingetauch 
und so in einen Exsiccator gebracht. Dieser wurde während 10 Minuten an eine Wasser 
Strahlpumpe angeschlossen. Auf diese Weise werden auch die feinsten Spitzen mi 
Methanol gefüllt. Werden die so gefüllten Elektroden in bidest. Wasser gestellt, sc 
wird in den Kapillaren das Methanol langsam durch Wasser ersetzt. In Wasser könner 
die Elektroden während 1—2 Wochen im Kühlschrank auf bewahrt werden. Vor den 
Gebrauch wurde das Wasser in den Mikroelektroden durch 3N KCl Lösung ersetzt 
Dabei musste darauf geachtet werden, dass keine Luftblasen entstanden. Nach etwa 
20 Stunden ist das KCl bis in die Spitze diffundiert. Der Widerstand der so hergestellter! 
Elektroden betrug 10—30 MQ. Ein chlorierter Silberdraht stellte die Verbindung 
zwischen der 3N KCl Lösung in der Mikroelektrode und dem Kathodenfolger 1 dar 

Um eine Potentialdifferenz zwischen dem Metall und der Flüssigkeit zu verhindern, 
wurde der Silberdraht in 0.1 N HCl an einer 1.5 V Batterie chloriert. An der Cuticula 
wurde eine indifferente, ebenfalls chlorierte Silberelektrode befestigt und so der Strom¬ 
kreis geschlossen. 


1 Hergestellt von J. F. Tönnies, Dr.-Ing., Freiburg i.Br. Oszillograph und Stimulator waren 
mit Mitteln angeschafft worden, die meinem Lehrer vom Schweiz. Nationalfonds zur Verfügung 
gestellt wurden. 
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Registrierapparatur 

Die elektrischen Vorgänge wurden über einen Kathodenfolger und einen Vor- 
rstärker mit einem Kathodenstrahloszillographen 1 und einem Lautsprecher 1 sichtbar 
ld hörbar gemacht. Mit einer Universalregistrierkamera 1 konnten die Kurven photo- 
aphiert werden. 

Nach beendetem Versuch wurden die Tiere fixiert. Für die Altersbestimmung 
urde die Zeittabelle der Imaginalentwicklung von Antheraea pol. von Nüesch (1965) 

I ;r wendet. 

4. Resultate 
a) Imago 

Ruhepotential (RP) 

An der Membran einer Muskelzelle kann im Ruhezustand eine Potential- 
fferenz, das Ruhe- oder Membranpotential, gemessen werden. Der extra- 
lilluläre Raum verhält sich gegenüber dem intrazellulären positiv. 

RP können nach Ling und Gerard (1949) mit Mikroelektroden gemessen 
erden. Im Moment des Einstichs der Mikroelektrodenspitze durch die Muskel- 
I tsermembran ins Zellinnere, erfolgt ein Potentialsprung, der dem Ruhepotential 
itspricht. Dieser wird nur in seiner vollen Höhe erhalten, wenn die Membran 
dm Eindringen der Mikroelektrode unverletzt bleibt, so dass keine Kurzschlüsse 
vischen dem Zellinneren und dem extrazellulären Raum auftreten. Der Faser- 
urchmesser der imaginalen dorsolongitudinalen Flugmuskulatur von Antheraea 
I ?rnyi beträgt nach Eigenmann (1965) im Mittel 44 p.. Dabei sind Verletzungen, 
ie das Membranpotential erniedrigen, nur schwer zu vermeiden. Es ist deshalb 
[azunehmen, dass die höchsten Messwerte dem absoluten Membranpotential 
m nächsten kommen. 

Die Muskelfasern sind von einem dichten Tracheennetz umgeben. Das 
indringen der Mikroelektrode in eine einzelne Faser bietet deshalb oft Schwierig¬ 
eren, die aber überwunden werden können, indem man die Elektrode mit 
em Mikromanipulator etwas zurückzieht und dann langsam wieder vorschraubt, 
is ein Potentialsprung in negativer Richtung erfolgt. 

Das RP wurde bei 5 Tieren in 17 Fasern gemessen. Seine mittlere Höhe 
eträgt 43 mV (Tab. 1 a). Huddart (1966a) erhält beim gleichen Tier am Flexor 
bialis Muskel des Mesothorax ein mittleres RP von 48 mV. Die oberflächlichen 
asern zeigten schon kurze Zeit nach der Präparation ein kleineres RP. Für 
ie Messungen wurden deshalb tiefer liegende Fasern verwendet, die noch von 
laemolymphe umgeben waren. 
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Tabelle 1 a 

| ► 

Ruhepotentiale und Aktionspotentiale (Imago) 



RP 

AP 

Latenz 

-1 

Anstiegszeit 

Mittelwert 

Bereich 

43 mV 

38-54 mV 

38 mV 

28-50 mV 

4.8 msec. 

3.8-6.2 msec. 

1 

4.5 msec. 

3.0-6.5 msec. 

Zahl der 
Messungen 

5 Tiere 

17 Fasern 

5 Tiere 

23 Fasern 

6 Tiere 

21 Fasern 

5 Tiere 

19 Fasern 


II. Aktionspotential (AP) 


Ein elektrischer Reiz am Ganglion löst an der imaginalen Muskelfasei 
membran ein Aktionspotential aus. Dabei wird der extrazelluläre Raum gegenübe 
dem intrazellulären für kurze Zeit negativ. Kurz nachdem das AP sein Maximur 


Fig.la 


AP 





10 m\ 


10 msec 



Aktionspotentiale (Imago). 

a) “ideale“ Potentialkurve; b) und c) Kurven mit Bewegungsartefakten (gestrichelte Linien' 
AP ** Aktionspotential, AAP — Anstiegszeit des Aktionspotentials, EPP = Endplattenpoten 
tial, (anstatt EEP sollte es in Fig. la EPP heissen). kM = kritisches Membranpotential 
L Latenz, St = Stimulusartefakt, x = Amplitude des EPP, y — Amplitude des AP. 
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reicht hat, wird der Impuls vom Muskel mit einer kurzen aber heftigen Zuckung 
^antwortet. Die starke Bewegung des Muskels kann bewirken, dass die Elektro- 
I mspitze nicht im Faserinnern verbleibt, dass sie abbricht, oder dass die Muskel- 
ser verletzt wird. In diesen Fällen werden auf dem Oszillographen von der 
Trmalen Potentialkurve (Fig. 1 d) abweichende Bilder, (vgl. Fig. 1 b , c ) erhalten, 
•ie in Fig. 1 b und c gestrichelt angegebenen Kurventeile werden als Bewegungs- 
*tefakte bezeichnet. Da die Spitze des AP aber noch vor Beginn der Kontraktion 
•reicht wird und die Bewegungsartefakte erst in der absteigenden Phase des AP 
jftreten, kann auch bei diesen Messungen wenigstens die Flöhe des AP bestimmt 




Fig. 2. 

Imaginale Aktionspotentiale mit starken Einbuchtungen in der ansteigenden 
a) oder absteigenden b) Phase. 

'erden. Fig. la stellt den Verlauf einer typischen Potentialkurve bei der Imago 
ar. Unmittelbar nach dem elektrischen Reiz folgt eine Latenzperiode (L). Sie 
»t in allen Fasern und bei allen Tieren ungefähr gleich lang und beträgt ca. 
msec. Darauf wird die Muskelfasermembran an der Endplatte depolarisiert, 
as RP bricht zusammen. Der zugehörige Potentialsprung kann gemessen werden 
nd wird als Endplattenpotential (EPP) bezeichnet. Hat das EPP das kritische 
4embranpotential (kM) erreicht, wird das AP ausgelöst. Das eigentliche AP 
eht von der kritischen Membranspannung aus. Es setzt sich zum Teil mit einer 
eutlichen Einbuchtung vom EPP ab, d. h. die Depolarisationsgeschwindigkeit 
it für kurze Zeit etwas geringer (Fig. 2 a). 

Das Maximum des AP wird innert 3—7 msec erreicht (AAP). Die Steigung 
er Potentialkurve beträgt dabei 4—9 V/sec. Vom Moment des Reizes an dauert 
s also nur etwa 8—12 msec bis der Peak des AP erreicht ist. Hat das AP seine 
olle Höhe erreicht, so erfolgt eine rasche Repolarisation der Membran. Das 
vP läuft aber während der Repolarisation nicht immer glatt in das ursprüngliche 
tP ein. Häufig wird der Abfall für kurze Zeit verzögert, so dass die Potential- 
urve einen Absatz aufweist (Fig. 2 b). Die Dauer der absteigenden Phase lässt 
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sich nur ungenau bestimmen, da das Ende der Potentialkurve sehr flach in de 
Wert des RP hineinläuft. Die Amplituden der RP und der AP, die Latenzze 
und die Anstiegszeit für die Imago sind in Tab. 1 a gegeben. Nur bei 2 Tierei 1 
überschreiten die Aktionspotentialkurven die Nullinie um 1—2 mV. Diesip 
als „overshoot“ bezeichnete Erscheinung ist nach Mc Cann und Boettige 
(1961) für die Flugfähigkeit nicht zwingend notwendig. Mit zunehmende 
Stimulusstärke bleibt die Amplitude des AP unverändert, d. h. für die Höhe de 
AP ist es gleichgültig, ob das kritische Membranpotential gerade erreicht ode 
wesentlich überschritten wird. Die Reizschwelle variierte in meinen Versuche 
stark. Es wurde ebenfalls festgestellt, dass am Anfang des Versuchs für die erste 
AP eine grössere Reizintensität notwendig war. Nach einigen erfolgreiche 
Reizungen wird es möglich, weitere AP mit geringeren Stimuli auszulösen. 

Nach längerer Versuchsdauer verschwinden die AP und es erscheinen nu 
lokale Potentiale. Der Muskel ist entartet, er hat seine normale Reaktions 
fähigkeit verloren. 

b) 21. Tag nach Entwicklungsbeginn 

Der 21. Tag nach Entwicklungsbeginn ist nach Nüesch (1965) der Schlüpftag 
Das Tier hat die Exuvialflüssigkeit resorbiert und der Körper ist trocken. Da 
baldige Schlüpfen der Imago äussert sich am geschlossenen Kokon durch Feucht 
werden der Schltipfseite. 


I. Ruhepotential 

Es wurden in vier Versuchen die RP von 24 verschiedenen Fasern gemessen 
Ihr mittlerer Wert beträgt 44 mV (Streuung der Werte 37—54). Das RP ist alsc 
vor und nach dem Schlüpfen unverändert. 


II. Aktionspotential und Endplattenpotential 

Es wurden neun Tiere untersucht. Für vier davon wurden die gleicher 
Resultate gefunden wie für die Imago: Die Muskelfasern beantworteten einer 

einzelnen Rechteckimpuls mit einem 
Aktionspotential (Fig. 3). Bei einem Tiei 
zeigten die Muskelfasern nur ein End¬ 
plattenpotential, aber kein AP. Vier der 
neun Versuchstiere zeigten bei einigen P 
Fasern schwache Andeutungen eines AP 
und stehen in ihrer Entwicklung somit J, 
zwischen den beiden oben erwähnten d_ 



Aktionspotential, 21. 

Tag nach Entwicklungsbeginn. 


Gruppen. In allen Fällen kontrahierte 
sich der dorsolongitudinale Muskel, 
unabhängig davon, ob durch den Reiz ein 
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P ausgelöst wurde oder nicht. Die unterschiedlichen Resultate innerhalb einer 
ruppe scheinbar gleichaltriger Tiere deuten darauf hin, dass während des 
tzten Entwicklungstages mehrere physiologisch verschiedene Stadien durchlaufen 
erden, die anhand der Tageseinteilung nach morphologischen Gesichtspunkten 
^üesch, 1965) nicht erfasst werden. 

Tiere mit imaginalen Potentialen 

Für verschiedene Fasern wurden die Grössen RP, AP, EPP, Anstiegszeit 
ld Nachpotential gemessen. Dabei können folgende Beziehungen festgestellt 
erden: 

) Fasern mit kleinem RP haben ein kleineres AP als solche mit einem grossen 
RP (Tab. 1 b). 

Tabelle 1 b 

Verhältnis zwischen RP und AP 


i 

RP 

AP 

RP: AP 

32 mV 

28 mV 

1.1 

33 mV 

31 mV 

1.1 

38 mV 

33 mV 

1.2 

38 mV 

33 mV 

1.2 

41 mV 

36 mV 

1.1 

42 mV 

37 mV 

1.1 

46 mV 

40 mV 

1.2 

48 mV 

40 mV 

1.2 

54 mV 

43 mV 

1.3 


Die Werte in einer Zeile wurden jeweils 
in derselben Faser gemessen. 

) Das EPP ist bei einer Faser mit kleinem RP ebenfalls kleiner als bei einer 
solchen mit grossem RP oder anders ausgedrückt: Das Endplattenpotential 
ist bei einer Faser mit grossem AP grösser als bei einer Faser mit kleinem AP. 

1 Die Anstiegsgeschwindigkeit des AP und des EPP ist grösser bei Fasern mit 
grossem RP, AP und EPP als bei einer Faser mit kleinem RP, AP und EPP 
(Fig. 4). 

) Ein grosses AP ist gekoppelt mit einem schwach positiven Nachpotential, 
d. h. das AP fällt unter den Wert des RP, nimmt darauf wieder zu und geht 
in ein langgezogenes negatives Nachpotential über (Fig. 5 a). Bei einem kleinen 
AP ist kein positives Nachpotential zu beobachten. Bevor die Ausgangslage 
erreicht ist, wird die Steilheit der Potentialkurve kleiner, für kurze Zeit sogar 
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Aktionspotentiale vom 21. Tag nach Entwicklungsbeginn. 

a) AP mit grosser Amplitude und positivem Nachpotential; 

b) AP mit kleiner Amplitude und negativem Nachpotential. 


Bei wiederholtem Reiz (36 pro Minute) wird nicht jeder Reiz gleich beant 
wortet. Der erste Reiz zeigt ein AP mit einer deutlich grösseren Amplitude al 
die darauffolgenden, d. h. dass der zweite und die folgenden Reize noch währenc 
der relativen Refraktärzeit des vorausgegangenen Potentials stattfinden. Währenc 
dieser Zeit ist die Erregbarkeit geringer als vor der Auslösung des ersten Reizes 
Die Beziehungen a—d gelten auch hier. Dazu kommt, dass während der Reizfolgc 
die kritische Membranspannung manchmal nicht überschritten wird, so das* 
nur eine lokale Antwort erscheint (Fig. 6). 
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. Tier mit rein lokalen Potentialen (EPP) 

Das lokale Potential beginnt nach der Latenzzeit gleichmässig rasch bis 
u seinem höchsten Punkt anzusteigen. Hat es diesen erreicht, fällt es in einer 
latt verlaufenden Kurve wieder auf den Wert des RP der Fasermembran zurück. 



Fig. 6. Fig. 7. 

inzelne lokale Antwort bei einem Tier vom EPP, 21. Tag nach Entwicklungsbeginn. 

I. Tag während einer Folge von Reizen. 


he Repolarisationsgeschwindigkeit nimmt dabei kontinuierlich ab. Fig. 7 
hgt ein typisches, rein lokales Potential. Verglichen mit den manchmal bei der 
nago zu beobachtenden EPP (vgl. Fig. 2 a ), sind die hier im Durchschnitt 
dundenen EPP-Werte kleiner. Das bedeutet, dass das kritische Membranpotential 
ir nicht erreicht wird und deshalb auch kein AP ausgelöst werden kann. 



Fig. 8. 

“graduated“ EPP bei einem Tier vom 21. Tag. 

a) EPP bei geringer Stimulusstärke; 

b) EPP bei grösserer Stimulusstärke. 

Die EPP zeigen je nach Reizstärke zwei verschieden grosse Amplituden 
ig. 8). Wird die Stimulusstärke vergrössert, bis zu einem Punkt, an dem gerade 
ne Antwort erfolgt, so erscheint das kleinere Potential (a in Tab 2). Mit weiter 
mehmender Reizstärke erscheint zunächst immer noch dieses kleine EPP; 
m einer bestimmten Reizstärke an erfolgt der grössere Aussschlag (b in Tab 2). 
ie beiden kritischen Stimulusstärken sind, wohl wegen verschiedener Applikation 
■r Reizelektroden, von Experiment zu Experiment verschieden. Es wurde 
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festgestellt, dass die Amplitude des grösseren EPP ungefähr doppelt so gro<| 
ist wie diejenige des kleineren (Tab. 2). 

Tabelle 2 

EPP-Werte bei Tieren am 21. Entwicklungstag 


a 

b 

5,2 mV 

4.8 mV 

4,4 mV 

7.8 mV 

10,25 mV 

10,0 mV 

10,3 mV 

14,8 mV 

- 


Die Werte in einer Zeile wur¬ 
den jeweils in derselben Faser 
gemessen. 


Übergangsstufen zwischen den beiden Potentialen wurden nie gefundei 
Auch ergab eine weiter verstärkte Reizintensität keine Erhöhung des Potentia 
mehr. Die Anstiegsgeschwindigkeit ist beim kleineren Potential geringer a 
beim grossen. Das stimmt mit der für Tiere vom 21. Entwicklungstag erwähnte 
Beziehung, dass ein kleines EPP eine geringere Anstiegsgeschwindigkeit hat a 
ein grösseres, überein. 

10 mV 


40 msec 



Fig. 9. 

Mehrfaches EPP nach einem einzigen Stimulus bei einem Tier vom 21. Tag. 

Manchmal konnte bei stark erhöhter Reizintensität durch einen einzige 
Impuls eine ganze Folge von Potentialen mit verschieden grossen Amplitude 
ausgelöst werden (Fig. 9). Ähnliche Beobachtungen haben Mc Cann un 
Boettiger (1961) an der Flugmuskulatur von Coleopteren gemacht. 

3 . Lokale Potentiale mit schwach angedeuteten AP 

Ein Versuchstier zeigte einige wenige Fasern mit schwachen Andeutunge 
eines AP (Fig. 10). Das EPP steigt dabei normal bis zu seinem höchsten We 
an. In diesen Fällen war nun nach einer kurzen stationären Phase noch ei 
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berlagertes Potential zu beobachten, dessen Amplitude nur drei bis vier Millivolt 
strägt. Dieses fällt rasch wieder auf den Wert des EPP zurück. Der weitere 
erlauf der Potentialkurve gleicht demjenigen bei normalen lokalen Potentialen, 
»ieses schwache überlagerte Potential wird als erstes Anzeichen des imaginalen 
P gedeutet. In einer Faser (Fig. 11) war dieses Potential schon sehr dem AP 
ner Imago ähnlich. 



10 mV 

40 msec 


Fig. 10. 

PP mit schwacher Andeutung eines AP, 
21. Tag. 



Fig. 11. 

EPP mit überlagertem Spike, der aber erst 
in der absteigenden Phase des EPP beginnt. 


In diesem Stadium findet also eine wichtige Veränderung in der Entwicklung 
*r Reaktionsfähigkeit der Muskelfasern statt. Die EPP erreichen den Wert 
2 S kritischen Membranpotentials; Reize können jetzt an der Muskelfaser- 
iembran Aktionspotentiale auslösen. 

Der Wert des kritischen Membranpotentials kann auf zwei Arten annä- 
irungsweise bestimmt werden: Erstens durch Ausmessen der Höhe x in Potential- 
urven wie Fig. 1 a und zweitens durch Bestimmung des grösstmöglichen EPP bei 
ist fertig entwickelten Tieren, das ohne Auslösung eines AP erreicht werden 
ann. Der so bestimmte kritische Wert liegt ungefähr bei 23 mV. 


c) Imaginalentwicklung (13. — 20. Entwicklungstag) 

Ruhepotential 

Das RP bleibt vom 13. bis 20. Tag der Imaginalentwicklung unverändert, 
ereits am 13. Tag konnten RP-Sprünge von bis zu 48 mV gemessen werden. Bei 
och früheren Stadien war es technisch nicht möglich, RP abzuleiten. Zu Beginn 
er Imaginalentwicklung liegen die Muskelfasern noch nicht eng gepackt neben- 
nander, sondern sind durch Fettkörper voneinander getrennt. Deshalb ist es 
diwierig, mit der Mikroelektrode eine der in diesem Entwicklungsstadium noch 
ihr dünnen Fasern zu treffen. Der Faserdurchmesser beträgt nach Eigenmann 
965) am 12. Tag erst 25 p. 
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II. Endplattenpotential 

Bei Tieren, die den 13. Entwicklungstag noch nicht erreicht hatten, konntei 
trotz hoher Reizstärke und hohen Reizfrequenzen auf dem Oszillographei 
keine EPP gesehen werden. 

Wurde der Muskel während der Reizung beobachtet, so war schom am 11 
und 12. Tag zum Teil eine schwache, lokale Kontraktion festzustellen. Dabe 
beantwortete der Muskel aber nicht wie ein imaginaler Muskel jeden einzelneil 


mV 



TAG NACH ENTWICKLUNGSBEGINN 

Fig. 12. 

! 

Zunahme der Amplitude der EPP während der letzten 10 Entwicklungstage. 

Reiz mit einer kurzen Zuckung, sondern er verkürzte sich nur lokal und seh 
langsam während der Dauer der ersten Reize. Dann schien eine Ermüdung ein 
getreten zu sein und der Muskel erschlaffte langsam, obwohl gleichzeitig weite 
gereizt wurde. Diese Erscheinung kann möglicherweise mit der Annahme erklär 
werden, dass das den Transmitter hydrolysierende Enzym noch nicht genügenc 
aktiv ist, um die Transmittersubstanz abzubauen, so dass es viel länger braucht 
bis an der Membran wieder der Ruhezustand hergestellt ist. Ähnliche Erschein ¬ 
ungen konnten bei Wirbeltieren durch spezifische Cholinesterasehemmer (Brow> 
et al ., 1936; Brown 1937; Eccles et al. 1942) erzielt werden. 

Am 13. Tag konnten zum ersten Mal Antworten auf einen elektrischen Rei; 
in Form kleiner Potentiale von 0,7—3,9 mV erhalten werden. Bei diesen Ex 
perimenten steigt die Potentialkurve nach der Latenzzeit regelmässig bis zun 
Maximum. Dann fällt sie ebenso regelmässig, aber mit bedeutend geringere) 1 
Neigung wieder auf den Wert des Membranpotentials ab. 
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Werden diese kleinen Potentiale während der Entwicklung vom 13.—20. 
Tag verfolgt, so kann eine Zunahme der Amplitude von 0,7 mV am 13. Tag bis 
iuf 11 mV am 20. Tag festgestellt werden. Gleichzeitig nimmt die Anstiegsge- 
’ichwindigkeit von 0,2 V pro Sekunde am 13. Tag bis auf 0,8 V pro Sekunde am 
>0. Tag zu. Auch die Repolarisationsgeschwindigkeit wird grösser. Am 13. Tag 
3etrug ihre Halbwertszeit 300—400 msec, am 20. Tag nur noch 35—45 msec. 

Die Zunahme der Amplitude der EPP erfolgt nicht kontinuierlich'. Aus Fig. 12 
st ersichtlich, dass sie vor allem nach dem 18. Tag stark anzusteigen beginnt. 
'[-Iakansson (1956) fand bei Muskelfasern des Frosches eine eindeutige Beziehung 


b 




”graded“ EPP, 19. Tag nach Entwicklungsbeginn. 

a) EPP bei grosser Stimulusstärke; 

b) EPP bei geringerer Stimulusstärke. 

zwischen der Amplitude des AP und dem Faserumfang. Nach Eigenmann (1965) 
ummt der Faserdurchmesser bei Antheraea pernyi vom 19. bis 21. Tag noch 
demlich stark zu. Parallell dazu wurde in der vorliegenden Arbeit mit der Zunahme 
3er Faserdicke ein Anstieg der Amplitude des EPP gefunden. 

Mit fortschreitender Entwicklung können Potentiale als Antwort auf einen 
dektrischen Reiz bei immer geringerer Reizintensität erhalten werden, d.h. die 
ilteren Stadien sind elektrisch besser erregbar. Das entspricht der Feststellung 
/on Nüesch (1965), dass für die Kontraktion mit steigendem Entwicklungsalter 
dne geringere Reizstärke notwendig wird. Ferner wurde beobachtet, dass erst 
'lach längerer Reizdauer die Fasern mit maximalen Potentialen antworteten, die 
\mplituden der Endplattenpotentiale werden ständig höher. Noch am 16. Tag 
leantworten die Muskelfasern die ersten Reize trotz hoher Reizintensität über- 
laupt nicht. Erst nach mehreren Reizen setzten die ersten kleinen Potentiale ein, 
deren Amplituden dann nach längerer Reizzeit bis auf einen Maximalwert 
instiegen. War dieser einmal erreicht, so konnten Potentiale mit maximaler 
\mplitude auch bei geringerer Reizintensität erhalten werden. 

Vom 13.—17. Tag nach Entwicklungsbeginn konnte mit zunehmender 
Stimulusstärke nie eine „graduation“ (vgl. Fig. 8) erzielt werden. War die Reiz¬ 
schwelle einmal erreicht, so blieben die Amplituden bei weiter steigender Stimulus- 
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Tabelle 3 

EPP Werte bei Tieren vom 19. Tag. 


a 

b 

2,5 mV 

2,3 mV 

2,8 mV 

4,4 mV 

5,0 mV 

4,6 mV 


Die Werte in einer Zeile wur¬ 
den jeweils in derselben Faser 
gemessen. 


10 mV 


40 msec 


stärke unverändert. Erst am 18. Entwicklungstag wurde zum ersten Mal solcl 
eine „graduation“ erhalten (Fig. 13). Aus Tab. 3 ist ersichtlich, dass das Ver 

hältnis vom kleineren zum grösserer 
Potential auch hier ungefähr wie eins zi 
zwei ist. Dagegen sind in diesen früherer 
Entwicklungsstadien die Amplituden dei 
Potentiale, verglichen mit Tab. 2 nocf 
kleiner. 

Oszillationen, wie sie für den 21 
Entwicklungstag beschrieben wurden 
können auch in früheren Entwicklungssta¬ 
dien beobachtet werden (Fig. 14). Vor derr 
21. Entwicklungstag konnte trotz hoher Reizfrequenz und hoher Reizintensitäl 
nie ein AP beobachtet werden. 



Fig. 14. 

Oszillationen nach starker Reizung, 21. Tag 


B. BESTIMMUNG DES IONENGEHALTS DER HAEMOLYMPHE 

1. Einleitung 

Die Tatsache, dass ein AP erst kurz vor dem Schlüpfen des Tieres auftritt, 
obwohl die morphologische Differenzierung der Muskelfasern bereits früher 
abgeschlossen ist, führte zu der Frage, welche Faktoren das Entstehen eines AP 
beeinflussen. 

Es ist bekannt, dass die neuromuskuläre Übertragung bei Insekten durch 
die Konzentration der Na + -, K + -, Ca 2+ - und Mg 2+ -Ionen beeinflusst wird. 

— Eine Zunahme der K + -Konzentration bewirkt eine Abnahme des RP, des 
EPP und des AP. (Hagiwara und Watanabe, 1954; Hoyle, 1953; Hoyle, 
1955; Huddart, 1966 b). 












MUSKELFUNKTION IN DER 1MAGINALENTWICKLUNG VON ANTHERAEA 1023 

- Hoyle (1955) fand bei der Wanderheuschrecke, dass mit zunehmender Mg 2+ - 
lonenkonzentration die Amplitude des EPP kleiner wird und dass die Erreg¬ 
barkeit der Muskelfasermembran abnimmt. Calcium- und Magnesium¬ 
ionen wirken antagonistisch. Wood (1957) vermutet, dass die Ca 2+ -Ionen¬ 
konzentration die Freisetzung von Transmittersubstanz beeinflusst. 

- Eine Abnahme der Na + - Ionenkonzentration führt, wie Wood (1957) bei 
Carausius morosus fand, zu einer Verminderung des RP und AP. Aber auch in 
Abwesenheit von Natriumionen waren trotzdem noch AP zu beobachten. 
Bei Vertebraten hingegen ist Natrium für die volle Entwicklung von EPP und 
AP notwendig (Fatt und Katz, 1952). 

Seit langem ist zudem bekannt, dass die Haemolymphe herbivorer Insekten, 
erglichen mit dem Blut der Vertebraten, eine ungewöhnliche Ionenzusammen- 
etzung aufweist. Bei Lepidopteren, Hymenopteren, Chrysomeliden und bei 
''arausius wurde im Vergleich zu Wirbeltieren, eine geringere Natrium-, eine 
twas erhöhte Calcium- und vor allem eine viel höhere Kalium- und Magnesium- 
onenkonzentration gefunden (Duchäteau et al ., 1953; Drilhon, 1934; 
utcliffe, 1963). Bei einer derart hohen K + - Konzentration werden bei Wir¬ 
beltieren die Nervenfasern depolarisiert, so dass gar keine Erregungsleitung mehr 
tattfinden kann. Um zu erklären, warum bei den Insekten die Erregungsleitung 
rotz der hohen K + -Konzentration möglich ist, wurden verschiedene Hypothe- 
sn aufgestellt: 

I- Hoyle (1953) postuliert eine Membran, welche das Axon umgibt und die 
Ionenzusammensetzung in dessen nächster Nähe reguliert. Dadurch könnte 
in der direkten Umgebung des Axons eine niedrigere K + - Konzentration 
als in der Haemolymphe erreicht werden. 

- Es wurde ferner vorgeschlagen, dass ein Teil der K + - Ionen in gebundener 
Form vorliegt und so auf die Erregungsleitung keinen Einfluss mehr ausüben 
kann (Barsa, 1954). 

Die bis dahin an Antheraea pol. durchgeführten Untersuchungen beschränken 
ch ausschliesslich auf das Diapausestadium (Drilhon, 1934; Carrington und 
I enney, 1959; Sutcliffe, 1963). Bis jetzt ist aber noch nicht bekannt, ob während 
er Entwicklung der Puppe zum Adulttier eine wesentliche Veränderung in der 
Dnenzusammensetzung des Blutes auftritt, die zum Verständnis der erst ver- 
ältnismässig spät auftretenden Erregungsleitung mithelfen würde. Unter- 
achungen mit Ringerlösungen von verschiedenen Ionenzusammensetzungen 
aben gezeigt, dass die elektrische Erregbarkeit der Muskelfasern von Verän- 
erungen des Ionengehalts stark beeinflusst wird. Es schien daher interessant, die 
eränderungen in der Ionenzusammensetzung der Haemolymphe im Verlauf der 
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Imaginalentwicklung zu verfolgen und zu untersuchen, ob sie möglicherweis 
parallel zur Entwicklung der Funktionsfähigkeit der Muskelfasern verlaufen. | 

Im folgenden wurde eine Bestimmungsmethode für Na + -, K + -, Ca 2+ i 
und Mg 2+ - Ionen in der Haemolymphe entwickelt. Für die Versuche wurde : 
Puppen im Diapausestadium und Tiere vom 18. und 21. Tag nach Entwick 
lungsbeginn verwendet. 

2. EXPERIMENTELLER TEIL 
a) Gewinnung der Haemolymphe 

Zur Blutgewinnung wurde bei den Diapausetieren die Cuticula am Abdomei 
sorgfältig aufgeschnitten. Bei geringem Druck auf den Thorax fliesst Haemo 
lymphe tropfenweise aus der Schnittstelle aus, ohne Fettzellen mitzuschwemmen 
Sie wurden in tarierten Zentrifugengläsern gesammelt und dann gewogen. Da di» 
Bestimmung des spezifischen Gewichtes der Haemolmyphe den Wert voi 
l,0g/cm 3 ergeben hatte, entspricht ein Gramm einem Milliliter. Durch Wägei 
lässt sich die Blutmenge genauer bestimmen als durch Pipettieren; zudem kam 
so die ganze Probe für die Bestimmung der Ionen verwendet werden. Norma 
lerweise wurden pro Puppe 1—2 ml Haemolymphe erhalten. 

Für die Tiere vom 18. und 21. Tag nach Entwicklungsbeginn war die ober 
beschriebene Methode der Blutgewinnung ungeeignet. Als besser erwies es sich 
wenn der Thorax längshalbiert wurde. Durch die Tätigkeit des Herzschlauch 
gelangt ständig neues Blut in den Thorax, von wo es fortlaufend abgesaug 
werden konnte. Pro Tier wurden so 0.5—1.0 ml Haemolymphe erhalten. Die 
Haemolymphe von Imagines wurde nicht untersucht, da es nicht möglich war 
genügend grosse Blutproben zu gewinnen. 

b) Aufarbeitung der Haemolymphe 

Für eine Blutuntersuchung wurden jeweils 0.5—1.0 ml Haemolymphe 
verwendet. Diese wurden zur Ausfällung der Proteine mit 4 ml 10% Trichlores- 
sigsäure versetzt und danach der Niederschlag durch Zentrifugation abgetrennt 
Die überstehende Lösung wurde dekantiert, 3 ml davon mit 3 ml H 2 0 1 verdünnt 
und auf ein mit Ionenaustauscher Amberlite IRA 410 2 gefülltes Chromato- 


1 Für sämtliche Versuche wurde bidestilliertes Wasser verwendet. 

2 Der Ionenaustauscher musste vor Gebrauch gereinigt und von der Chlorid- in die Acetat¬ 
form übergeführt werden. Er wurde der Reihe nach mit folgenden Lösungsmitteln aufgeschlämmt 
und anschliessend filtriert: Methanol; Methanol-Wasser-(l :1); Wasser; zwei mal 2 N Na 2 C0 3 ;j 
zwei mal Methanol; zwei mal Wasser. Dann wurde der gereinigte Ionenaustauscher in ein Chroma¬ 
tographierohr eingefüllt und solange mit 2N Essigsäure eluiert, bis sich im Eluat mit Silbemitrat 
keine Chlorid-Ionen mehr nachweisen liessen. Der nun in der Acetatform vorliegende Ionenaus¬ 
tauscher wurde noch mit destilliertem Wasser neutral gewaschen. Die Kapazität beträgt ca. 

1 mAequivalent pro Gramm feuchtes Harz. 
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graphierohr gegeben. Nun wurde mit ca. 100 ml bidest. Wasser eluiert (Durch- 
aufgeschwindigkeit 1 ml/Min.). Das Eluat enthält die anorganischen Ionen in 
Form ihrer Acetate. Dieser Austausch ist notig, da sich andere Salze für die 
iünnschichtchromatographische Trennung anorganischer Ionen nicht eignen. 

Das Eluat wurde am Rotationsverdampfer im Vakuum (Badtemperatur 
50°C) eingeengt, in ein möglichst kleines Kochglas übergeführt und im Stick- 
>toffstrom zur Trockene eingedampft. Der Rückstand wurde in 0.5—1.0 ml 2N 
Essigsäure (je nach verwendeter Blutmenge) gelöst. Die nun vorliegende Lösung 
<ann zu dünnschichtchromatographischer Auftrennung der Ionen verwendet 
verden. 

c) Dünnschichtchromatographie 

Nach Seiler et al. (1952) lassen sich die Na + -, K + -, Ca 2+ -und Mg 2+ -Ionen 
aapierchromatographisch mit 96% Aethanol — 2N Essigsäure — (80:20) als 
Fliessmittel nach der aufsteigenden Methode trennen. Die Laufzeit beträgt dabei 
14—16 Std.. Bei der Dünnschichtchromatographie auf Kieselgel mit abs. 
4ethanol — Eisessig — (100+2) gelingt eine Auftrennung der Na + -, K + - 
und Mg 2+ - Ionen (Seiler, 1967). 

Es konnte gezeigt werden, dass die Trennung aller vier Ionen auf mit 
[Cellulose beschichteten Platten (DC fertig Platten 1440 von Schleicher und 
Schuell) möglich ist. Die besten Resultate wurden mit abs. Aethanol — Eisessig — 
85:15) als Fliessmittel bei doppeltem Lauf (je 10 cm Steighöhe, Laufzeit je 
1 y 2 Std.) erhalten. Nach jedem Lauf wurden die Platten |/ 2 Std. bei 60° C ge¬ 
trocknet. Die Ionen wurden durch Besprühen mit einer 1.5% Lösung von 
Violursäure in Wasser sichtbar gemacht. Diese Lösung wurde jedesmal frisch 
zubereitet. Nach dem Besprühen wurden die Platten während 20 Min. auf 60 C 
I erwärmt. Die Ionen zeigen folgende Farbreaktionen: 

K: blauviolett, Na: rotviolett, Ca: rotorange, Mg: gelb. 

Zur quantitativen Auswertung eines Dünnschichtchromatogramms können 
die Flächen der einzelnen Flecken ausgemessen werden. Die Fleckengrösse ist 
I linear proportional zur aufgetragenen Salzmenge. Wird jedoch eine zu grosse 
Substanzmenge aufgetragen, so geht diese Proportionalität verloren. Für alle 
* vier Ionen wurde der Bereich ermittelt, in dem die Fleckengrösse linear mit 
zunehmender Substanzmenge ansteigt. Bei den folgenden Versuchen wurde darauf 
geachtet, dass die aufgetragenen Vergleichs - und Testlösungen von allen Ionen¬ 
sorten nur soviel enthielten, dass die Linearität gesichert ist. 

Für die quantitative Bestimmung der Ionen in den nach Abschnitt 2 herge¬ 
stellten Testlösungen wurden diese dünnschichtchromatographisch mit Standard- 
Äsungen verglichen. Die Standardlösungen wurden so gewählt, dass die Konzen¬ 
trationen der einzelnen Ionen denjenigen in der Testlösung möglichst nahe kamen. 
Bei den Diapausetieren erwies sich eine Standardlösung mit einem Gehalt von 
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10 mg Na + , 3.0 mg K + , 0.6 mg Ca 2+ und 5.0 mg Mg 2+ pro ml als geeigne 
Diese Lösung wurde 1: 1 mit Wasser verdünnt, wenn sie zum Vergleich mit vo 
Tieren vom 21. Tag nach Entwicklungsbeginn stammenden Testlösungen verwende 
werden sollte. 

Fig. 15 zeigt ein Beispiel einer dünnschichtchromatographischen Bestimi 
mung des Ionengehalts der Haemolymphe. Aufgetragen wurden je zweima 
10 tjd und 15 \i\ einer aus Haemolymphe gewonnenen Testlösung sowie 2, 4, 6, £ 
und IOjjlI der geeigneten Standardlösung. 

---- FRON 



0 

8 

o 


0 

9 


ß\ Standardlösung 
mI Testlösung 


12 


10 


15 


10 

Fig. 15. 


15 10 


• STAR 


Beispiel einer dünnschichtchromatographischen Bestimmung des Ionengehalts der Haemolymphe 
bei der Puppe von Antheraea pol... Zweifacher Lauf mit abs. Aethanol-Eisessig —(85:15) ' 
als Fliessmittel. Ionen sichtbar gemacht mit Violursäure. 


d) Quantitative Auswertung 

Auf dem fertigen Dünnschichtchromatogramm werden die Flecken im 
Durchlicht umrandet und photographiert. Mit Hilfe eines Binoculars mit Zeichen¬ 
tubus wurde jeder Fleck vergrössert gezeichnet und darauf planimetriert. Die 
für jede Tonensorte bei den beiden 10 jjlI — bzw. 15 p.1 — Auftragungen erhaltenen 
Fleckengrössen wurden gemittelt. Nun wählt man von den Auftragungen der 
Standardlösungen beispielsweise diejenigen aus. deren K + - Flecke am nächsten 
oberhalb und unterhalb des so bestimmten Flächenwerts liegen und kann dann, 
da die den Vergleichsflecken entsprechenden K + - Mengen bekannt sind, die 
zugehörige K + - Menge leicht berechnen. Zur Bestimmung der übrigen Ionen- 
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orten geht man entsprechend vor. Die erhaltenen Resultate werden in mAequi- 
alente/1 umgerechnet. Pro Versuchstier wurden 3—8 Dünnschichtchromato- 
ramme nach dem in Fig. 15 dargestellten Schema ausgeführt und ausgewertet, 
n Tabelle 4 wird für jede Ionensorte der Mittelwert aus sämtlichen Bestimmungen 
ngegeben. Um Angaben über die Genauigkeit und Reproduzierbarkeit der 
dethode zu erhalten, wurde auf die Messergebnisse der t-Test angewendet, 
vuf Grund der für die Berechnung verwendeten t-Werte bedeuten die in der 
'abeile 4 angegebenen Sicherheitsgrenzen, dass weitere Messwerte mit einer 
Vahrscheinlichkeit von 95% in diesem Bereich liegen. 


Tabelle 4 

Konzentrationen der Na + K + -, Ca 2+ - und Mg 2+ - Ionen in der Haemolymphe von 

Antheraea pol. 

A, B, C: Diapausetiere 

K, L, M: Tiere vom 18. Tag nach Entwicklungsbeginn 
X, Y, Z: Tiere vom 21. Tag nach Entwicklungsbeginn 
Die angegebene Vertrauensgrenze wurde nach dem t-Test berechnet. 


| Versuchs¬ 
tiere 

Konzentration in 

mEq/l Haemolymphe 

Gesamtka¬ 
tionenkonz, 
in mEq/l 

Anteil der Ionensorten in % 
der Gesamtionenkonzentration 


Na + 

K+ 

Ca 2 + 

Mg 2 + 


Na + 

K + 

Ca 2 + 

Mg 2 + 

A 

28 a=2 

68n:6 

16m4 

222^:36 

334 

8.3 

20.4 

4.8 

66.5 

B 

28-4 

56 + 3 

17 + 2 

228 26 

329 

8.5 

17.0 

5.1 

69.3 

C 

26 = 4 

61^4 

16 + 2 

204^8 

307 

8.5 

19.9 

5.2 

66.4 

Mittel¬ 










wert 

27.3 

61.6 

16.3 

221.7 

326.9 

8.4 

18.8 

5.0 

67.8 

K 

10 — 2 

28 + 5 

5 

69^:3 

112 

8.9 

25.0 

4.5 

61.6 

L 

14 + 5 

24 + 3 

5 

56+4 

99 

14.1 

24.2 

5.1 

56.6 

M 

7 

17 + 3 

6±1 

42 + 3 

72 

9.7 

23.6 

8.3 

58.3 

Mittel¬ 










wert 

10.3 

23.0 

5.3 

55.7 

94.3 

10.9 

24.4 

5.6 

59.1 

X 

14 + 3 

34 ±8 

6 + 2 

72 + 8 

126 

11.1 

27.0 

4.8 ' 

57.1 

Y 

15 ±2 

32 + 7 

5 + 1 

60 + 15 

112 

13.4 

28.6 

4.5 

53.6 

Z 

14 + 2 

25 dz 5 

5 + 1 

66 + 6 

110 

12.7 

22.7 

4.5 

60.0 

Mittel¬ 










wert 

14.3 

30.3 

5.3 

66.0 

115.9 

12.3 

26.1 

4.6 

56.9 


3. Resultate 


Wie die Tabelle 4 zeigt, findet man mit der dünnschichtchromatographischen 
(ethode für Tiere im gleichen Stadium gut übereinstimmende mittlere Ionen- 
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konzentrationen. Die Haemolymphe von Lepidopteren enthält viele frei 
Aminosäuren und niedermolekulare Peptide, die bei der Behandlung mit Tr 
chloressigsäure nicht entfernt werden. Diese Verunreinigungen erschweren di 
dünnschichtchromatographische Trennung der Kationen etwas. Die bei Lepidc\| 
pteren gefundenen Werte sind mit den schon früher gefundenen Werten (Drilho> 
1934; Carrington und Tenney, 1959; Sutcliffe, 1963) vergleichbar. Di 
Verhältnisse Na : K und Ca : Mg sind jeweils kleiner als eins. Bone (1944) un 
Clark und Craig (1953) haben diese Verhältnisse als für herbivore Insekte 
charakteristisch beschrieben. 

Bei Tieren vom 18. und 21. Tag nach Entwicklungsbeginn weist die Haemc 
lymphe durchwegs geringere Ionenkonzentrationen auf. Die Abnahme ist bei de 
zweiwertigen Ionen grösser als bei den einwertigen. Auch hier sind die Na: K 
und Ca: Mg- Verhältnisse kleiner als eins. Neben dieser absoluten Verän 
derung der Ionenkonzentrationen sind jedoch vor allem die relativen Konzentra 
tionsänderungen interessant. Drückt man die gefundenen Konzentrationen de 
einzelnen Ionensorten in % der Gesamtkationenkonzentration aus, so zeigt siel 
dass im Laufe der Imaginalentwicklung die Anteile der Na + - und K + - Ione 
ansteigen, der Anteil der Ca 2 L - Ionen nur geringe Schwankungen zeigt, derjenig 
der Mg 2+ - Ionen aber deutlich abnimmt. 


4. Versuche mit ringerlösungen 

Zur Untersuchung der Frage, was für einen Einfluss die sich mit der Ent 
wicklung verändernde Ionenzusammensetzung auf die elektrischen Potentiale hal 
wurden Ringerlösungen mit den Kationenkonzentrationen, wie sie bei der Diapause 
puppe und bei Tieren vom 21. Tag nach Entwicklungsbeginn bestimmt wurden 
hergestellt. Anionen wurden nach Belton (1958) ausgewählt. Um eine mit de 
Haemolymphe isotonische Ringerlösung zu erhalten, wurde schliesslich nocl 
mit Saccharose auf eine totale Konzentration von 629 mMol/1 ergänzt. Diese 
Wert wurde von Sutcliffe (1963) bei Antheraea pol. gemessen. 

Es wurden zwei Ringerlösungen mit folgender Zusammensetzung hergestellt 

1) Ringerlösung, die der Haemolymphe eines Tieres vom 21. Tag nach Ent 
wicklungsbeginn entspricht: 6 mMol KH 2 P0 4 , 4 mMol NaHC0 3 , 33 mMo 
MgCl 2 , 2.5 mMol CaCl 2 , 24 mMol KCl, 10 mMol NaCl, 434.5 mMol Saccha 
rose pro Liter Lösung. 

2) Ringerlösung, die der Haemolymphe der DP-Puppe ähnlich ist: 

6 mMol KH 2 P0 4 , 4 mMol NaHCO s , 110 mMol MgCl 2 , 8 mMol CaCl 2 
54 mMol KCl, 22 mMol NaCl, 103 mMol Saccharose pro Liter Lösung. 
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Wurden die so hergestellten Lösungen auf den offenen Thorax der Imago 
ebracht, so konnten zwar geringfügige Zunahmen der AP beobachtet werden, 
nterschiedliche Einflüsse der beiden Ringerlösungen waren jedoqh auch nach 
ingerer Zeit nicht feststellbar. Bei Kontrollversuchen mit einer Ca 2+ - freien 
Lingerlösung verschwand das AP bereits nach 5—10 Minuten. Wenn die oben 
rwähnten Ringerlösungen den Potentialverlauf beeinflussen könnten, hätte man 
rwarten dürfen, dass allfällige Veränderungen ebenfalls innert 5—10 Minuten 
lessbar geworden wären. Es scheint, dass die während der Entwicklung sich 
erändernde Ionenzusammensetzung der Haemolymphe keinen direkten Einfluss 
uf das Zustandekommen eines AP hat. 


C. DISKUSSION 

1. Elektrophysiologische Resultate 

Die Grösse der RP und AP bei der Imago von Antheraea polyphemus liegt 
n Bereich der früheren Messungen von Belton (1958) und Huddart (1966 a). 
j 'erglichen mit anderen Insekten (Becht et al ., 1960; Hoyle, 1957) sind die RP 
ei Lepidopteren niedriger und ein Overshoot ist seltener zu finden. Der zeitliche 
erlauf des AP entspricht etwa demjenigen bei den Hemipteren. McCann und 
ioettiger (1961) fanden bei Nezara viridula (Hemipteren) Latenzzeiten von 
.5—4.5 msec. Auf Grund der hier gefunden Werte von 3.8—6.2 msec, für die 
.atenzzeiten und 3.0—6.5 msec, für die Anstiegszeiten des AP scheinen die 
lugmuskeln der Lepidopteren denjenigen der Hemipteren näher zu stehen als 
en schnelleren Fasern der Hymenopteren und Dipteren. 

Im Verlauf der Arbeit wurden bei der dorsolongitudinalen, indirekten Flug- 
luskulatur nie irgendwelche Anzeichen einer doppelten Innervation beobachtet, 
ie sie bei der Beinmuskulatur gefunden wurde. Dass die direkte Flugmuskulatur 
er Insketen keine sekundäre Innervation besitzt, haben bereits Pringle (1949) und 
ceda und Boettiger (1965) festgestellt. 

Die Resultate haben gezeigt, dass das Auftreten eines AP nicht parallel mit 
er Strukturentwicklung der Muskeln erfolgt. Diese Entwicklung ist ja bereits 
m 10. Tag weitgehend abgeschlossen, wenigstens hinsichtlich der morphologi- 
;hen Differenzierung (Querstreifung). Erst kurz vor dem Schlüpfen, am 21. 
ntwicklungstag, wurden in der dl^Muskulatur erstmals AP festgestellt. Die 
rsten, etwa 2 mV grossen EPP hingegen konnten bereits vom 13. Tag an 
eobachtet werden, nämlich etwa gleichzeitig mit dem Auftreten der Querstreifung 
Müesch, 1965; Eigenmann, 1965; Basler, 1969). Die Amplitude dieser EPP 
-igt aber erst etwa vom 18. Tag an wesentlich höhere Werte. Gleichzeitig werden 
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auch die Anstiegs- und Abstiegsteile der Potentialkurve steiler, das heisst, Di 
Polarisation und Repolarisation der Faser erfolgen nun rascher. 

Mit dem Auftreten der ersten EPP konnten auch die ersten Kontraktione 
beobachtet werden. Wie Hoyle (1957) bereits festgestellt hat, sind Kontraktione 
bei Insekten, im Gegensatz zu Vertebraten, nicht von einem AP abhängig. Scho 
eine geringe Reduktion des Membranpotentials kann zu einer Kontraktion führei 
Der Unterschied erklärt sich aus den verschiedenen Innervationsverhältnisser I 
Die Muskelfasern der Vertebraten haben normalerweise nur eine Endplatz 
Die Insektenmuskelfasern hingegen sind multiterminal innerviert. Bei indirekte 
Reizung entstehen bei den Insekten deshalb entlang der ganzen Faser gleichzeiti 
lokale Potentiale, die sich summieren und zu einer Zuckung der ganzen Fase 
führen können, währenddem es beim curarisierten Vertebratenmuskel nur z 
einem geringen mechanischen Effekt an der einzigen Endplatte kommen kanr 

Castillo et eil. (1953) haben bei der Beinmuskulatur der Wanderheuschreck 
ebenfalls festgestellt, dass ein Spikepotential für eine Muskelkontraktion nich i 
unbedingt notwendig ist. Bei Temperaturen unter 10°C verschwanden die Spike 
und es konnten nur noch EPP beobachtet werden, obwohl die Muskeln normal 
Zuckungen zeigten. 

Versuche von Kuffler und Gerard (1947) haben gezeigt, dass auch bi 
Wirbeltieren Muskelfasern mit nur lokalen Potentialen Vorkommen. Als Antwor 
auf Reizung der dünnen markhaltigen Nervenfasern erhielten sie in der dazuge 
hörigen, quergestreiften Muskelfaser nur ein lokales Potential, das von eine 
lokalen Kontraktion begleitet war. Es wird als small fiber junction potentia 
bezeichnet. Da diese Potentiale entlang der ganzen Muskelfaser gleich gross sim 
(Kuffler und Williams, 1953), wird auf eine multiterminale Innervation geschlos 
sen. Diese Ergebnisse stimmen mit den schon früher gefundenen histologischei, 
Beobachtungen von Häggqvist (1948) überein. Er zeigte, dass die dünner] 1 
motorischen Nervenfasern nicht mit Endplatten, sondern mit sogenannter 
„Endtrauben“ an der Muskelfaser enden. 

Orkand (1962) hat beim Flusskrebs festgestellt, dass die Spannkraft de< 
Muskels proportional mit der Grösse der Depolarisation zunimmt, und dass der 
Schwellenwert für die Entstehung einer mechanischen Spannung der kontraktiler 
Elemente des Muskels tiefer liegt als der Schwellenwert des Aktionspotentialsi 
Dies könnte auch die bei meinen Untersuchungen beobachteten Muskelkon-» 
traktionen ohne AP erklären. 

Es ist allgemein anerkannt, dass das EPP die Reaktion der postsynaptischen 
Membran auf die Abgabe von Transmittersubstanz darstellt. Je grösser die 
abgegebene Transmittermenge, umso grösser ist die Amplitude des EPP. Durch 
Temperaturerniedrigung (Versuche an Insekten, Del Castillo et al ., 1953) und 
Cholinesterase-Hemmstoffe (Versuche bei Wirbeltieren, Eccles, 1964) kann diej 
Dauer der absteigenden Phase des EPP verlängert werden, das heisst, die enzyma-j 
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sehe Hydrolyse der Transmittersubstanz wird verlangsamt. Es könnte also 
ngenommen werden, dass vom 13.—17. Tag nur wenig Transmittersubstanz 
bgegeben wird (kleines EPP) und dass das den Transmitter hydrolysierende 
’nzym erst etwa am 18. Tag nach Entwicklungsbeginn vermehrt aktiv wird 
verzögerte absteigende Phase). 


2. Resultate der Kationenbestimmungen 

Die quantitative Bestimmung der Na + -, K + -, Ca 2+ - und Mg 2+ - Ionen- 
onzentration hat gezeigt, dass bereits am 18. Tag die für die Imago charakte- 
stischen Werte erreicht sind. Die Konzentration dieser Ionen in der Haemo- 
/mphe nimmt während der Imaginalentwicklung ab. Es werden ausserhalb und 
inerhalb der Muskelfasermembran die Ionen anders verteilt. Die mit der 
ntwicklung veränderte Ionenkonzentration der Haemolymphe scheint aber 
icht direkt an der Entstehung der AP beteiligt zu sein, da es sonst möglich 
dn müsste, bereits am 18. Tag nach Entwicklungsbeginn AP abzuleiten, 
erner hätten bei den Versuchen mit den beiden Ringerlösungen verschiedene 
.urven entstehen müssen. Der Grund des späten Auftretens der AP dürfte 
nderswo liegen. 

D. SCHLUSSFOLGERUNGEN 

Die vorliegende Arbeit hat gezeigt, dass das Auftreten von Aktionspoten- 
alen mit der morphologischen Differenzierung der Muskelfasern nicht in einem 
» irekten Zusammenhang steht. Veränderungen der Kationenkonzentration in 
er Haemolymphe scheinen für die Entwicklung eines Aktionspotentials nicht 
srantwortlich zu sein. 

Bei indirekter Reizung der Muskeln wird die Erregung von Nervenfasern 
uf die Muskelfasern übertragen. Dabei wird an den freien Nervenendigungen 
ne Transmittersubstanz abgegeben, welche die Erregung vom Nerv auf den 
luskel überträgt. Die Menge an freigesetzter Transmittersubstanz ist für das 
ntstehen eines Aktionspotentials in der Muskelfaser massgebend; wird wenig 
ransmittersubstanz abgegeben, so entsteht an der Muskelfasermembran in der 
ähe der Nervenendstelle nur ein lokales Potential. Bei Wirbeltieren wirkt 
cetylcholin in der Nerv-Muskelsynapse als Transmitter. Bei Insekten hingegen 
it Acetylcholin keine derartige Funktion. Usherwood und Machili (1968) 
iben gezeigt, dass bei der Heuschrecke Schistocerca gregaria nach elektrischen 
eizen vermehrt L-Glutaminsäure an der freien Nervenendigung abgegeben wird 
id schliessen daraus, dass L-Glutaminsäure bei diesem Tier als aktivierender 
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Transmitter wirkt. Dass die L-Glutaminsäure bei den Nerven-Muskelsynapseo 
wahrscheinlich Transmitterfunktion hat, wurde auch von Kerkut und Walke 
(1966) vorgeschlagen. Chefurka und Williams (1951) haben bei biochemische 
Untersuchungen des Blutes während der Metamorphose von cecropia festgestelf 
dass im Puppenstadium weder freie Glutaminsäure noch Glutamin Vorhände 
ist. Es wäre deshalb möglich, dass die aktivierende Transmittersubstanz vor der 
21. Tag nach Entwicklungsbeginn noch nicht in genügender Menge Vorhände 
ist, so dass in den früheren Entwicklungsstadien die kritische Schwelle für da 
Aktionspotential wegen Mangel an Transmittersubstanz nicht erreicht wirc 


Zusammenfassung 

1. Mit Hilfe von Mikroelektroden wurde die Funktion der dorsolongitudinale 
Flugmuskulatur von Antheraea polyphemus (Lep.) bei der Imago und be 
Tieren in der Imaginalentwicklung untersucht. 

2. Das Ruhepotential ist bereits am 13. Tag nach Entwicklungsbeginn in seine 
endgültigen Höhe vorhanden. Es beträgt bei allen Altersstufen 38—52 m\ 

3. Ein Aktionspotential konnte nur bei Imagines und bei Tieren vom 21. Ta 
nach Entwicklungsbeginn (Schlüpftag) abgeleitet werden. Die Amplitud 
liegt zwischen 28 und 50 mV. 

4. Alle Tiere vor dem 21. Entwicklungstag zeigten nur EPP. Die Amplitude 
dieser EPP sind am 13. Entwicklungstag noch sehr klein (1—3 mV), steigei 
aber vor allem am 19. 20. und 21. Tag stark an und erreichen eine Höhe voi 
bis zu 23 mV. Gleichzeitig mit zunehmender Amplitude der Endplatten 
potentiale nimmt die Geschwindigkeit der Repolarisation zu. 

5. Dünnschichtchromatographische Bestimmungen des Gehalts an Na + -, K + - 
Ca 2+ -und Mg 2+ - Ionen in der Haemolymphe haben gezeigt, dass gegen End-* 
der Imaginalentwicklung die Konzentration dieser Ionen gegenüber de 
Diapausepuppe durchwegs geringer ist. Es hat sich aber gezeigt, dass die mi 
der Entwicklung sich verändernde Ionenkonzentration der Haemolymph<j 
nicht direkt für das Entstehen des AP verantwortlich ist. 


Resume 

1. La fonction de la musculature dorso-longitudinale d ’Antheraea polyphenm 
a ete etudiee ä l’aide de microelectrodes, chez l’imago et chez des individu: 
en cours de developpement imaginal. 
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Le potentiel de repos atteint son niveau definitif de 38 ä 52 mV des le 13 e jour 
de developpement. 

Un potentiel d’action n’a pu etre mis en evidence que chez les adultes et au 
21 e jour de developpement (eclosion). Son amplitude est entre 28 et 50 mV. 

• Avant le 21 e jour, tous les animaux ne presentaient qu’un potentiel des plaques 
motrices. Au 13 e jour, son amplitude n’est encore que de 1 ä 3 mV, et eile 
augmente surtout les 19 e , 20 e et 21 e jours, pour atteindre 23 mV. En meme 
temps que le potentiel des plaques motrices, la vitesse de repolarisation 
augmente egalement. 

i Des determinations par Chromatographie en couche mince de la teneur en 
ions Na + , K + , Ca 2+ , et Mg 2+ de l’hemolymphe montrent que vers la fin du 
developpement imaginal la concentration de ces ions est toujours plus faible 
que chez la puppe en diapause. II s’avere toutefois que cette diminution n’est 
pas directement en relation avec Fapparition du potentiel d’action. 


Summary 

1 The function of the dorsolongitudinal flight muscles of Antheraea pol. (Lep.) 
of the imago and animals during the imaginal development have been examined 
with the aid of microelectrodes. 

2 The resting potential was first detected on day 13 of the imaginal development. 
Its value was 38—52 mV throughout the remaining period of development. 

3 Only imagines and animals on day 21 of development showed action potentials 
with amplitudes of 28—50 mV. 

4 Before day 21 of the imaginal development all pupae showed only endplate- 
potentials. The amplitudes of these EPP are very small on day 13 of develop¬ 
ment (1—3 mV), increase on day 19 to day 21 and reach a value of 23 mV. 
As the amplitude of the EPP increases, the velocity of the repolarisation 
increases. 

5 Thin layer Chromatographie analysis of the concentration of Na + -, K + -, 
Ca 2+ -and Mg 2+ -ions in the haemolymph show that the concentrations of 
these ions decreases during the later stages of the imaginal development. No 
relationships between the changes in ion concentrations and the appearance 
af action potentials could be found. 


Rev. Suisse de Zool., T. 78, 1971. 
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